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(54) Title: METHOD FOR DETECTING AND/OR QUANTIFYING A KNOWN FUNCTION FROM A NUCLEIC ACID SAMPLE 

(54) Titre; METHODE DE DETECTION ET/OU DE QUANTIFICATION D'UNE FONCTION CONNUE A PARTIR D'UN ECHAN- 
TILLON D'ACIDES NUCLEIQUES 

(57) Abstract 

The invention concerns a method for detecting a known function, 
from nucleic acids present in a sample, characterised in that it comprises 
the following steps: (a) preparing, from the nucleic acids of the sample, 
nucleic acid molecules comprising the gene(s) coding for the protein(s) 
corresponding to said function, and the control elements required for the 
transcription and the translation of said gene(s); (b) in vitro transcription 
and translation of the nucleic acid molecule prepared in step (a); (c) 
detecting and/or measuring the function corresponding to the protein(s) 
produced in step (b). 

(57) Abregc* 

La presente invention concerne une mithode de d6tection d'une 
fonction connue, a partir des acides nucteiques presents dans un 
echantillon, caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes 
(a) la preparation, a partir des acides nuclfiques de Tdchantillon, de 
molecules d' acides nucldiques comprenant le ou les genes codant pour 
la ou les proteines correspondant a ladite fonction, et les elements de 
control e necessaires a la transcription et a la traduction du ou desdils 
genes; (b) la transcription et la traduction in vitro des molecules d'acidc 
nucldique prdparcc(s) a l'6tape (a); (c) la detection et/ou la mesure de 
la fonction correspondant a la ou aux prolines produites a l'etape (b). 
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METHODE DE DETECTION ET/OU DE QUANTIFICATION 
D'UNE FONCTION CONNUE A PART I R d'UN ECHANTILLON D'ACIDES 
NUCLEIQUES . 

La presente invention a pour objet une methode 
de detection et/ou de quantification d'une fonction connue 
a partir d'un echantillon d'acides nucleiques. La methode 
de 1' invention trouve notamment son application dans 
1' analyse in vitro d 1 une fonction connue a partir d'un 
echantillon d'acides nucleiques. Cette methode trouve aussi 
son application dans le domaine du diagnostic, ou la 
fonction recherchee est caracterisee par exemple par la 
presence d ' une activite enzymatique, de cellules 
cancereuses, d'organismes pathogenes (bacteriens ou 
viraux) , d'une mutation specifique, d'un gene etranger. 

Aujourd'hui, la recherche de sequences 
polynucleotidiques cibles represente un objectif majeur 
dans de nombreux laboratoires de recherche impliques dans 
de nombreux domaines d' activite, et principalement dans le 
domaine medical ou agroalimentaire ou l'industrie chimique. 
Dans ces domaines, la recherche de sequences cibles visent 
par exemple : 

Le diagnostic de virus a 1 ' origine de 
maladies, telles que le Sida (HIV) ou 1 'hepatite B (HBV) . 

Le diagnostic specifique de maladies 
d' origine bacterienne, telle que la tuberculose ou la 
lepre . 

- Le diagnostic de mutations a 1 ' origine de 
maladies genetiques ou de cancers cellulaires. 

- Le diagnostic d'une contamination bacterienne 
dans une chaine agroalimentaire. 

- La recherche des microorganismes impliques 
dans la corrosion biologique des canalisations ou des 
containers utilises dans des precedes industriels. 

La difficulty majeure des methodes de 
diagnostic utilisees dans l'art anterieur reside dans la 
specificite, la sensibilite, la rapidite et la 



WO 00/34512 



2 



PCT/FR99/03059 



reproduc t ibilite du test de diagnostic utilise. II est 
indispensable de pouvoir donner un resultat certain. II 
convient done de disposer d'une methode pouvant etre 
realisee a partir d'un echantillon de depart de quelque 
nature ou origine qu'il soit. II faut en outre une methode 
permettant de reduire les faux positifs dus a la 
composition de 1 1 echantillon ou generes par la methode mise 
en oeuvre . 

Or, comme indiquees precedemment , les methodes 
de l'art anterieur sont essentiellement basees sur la 
detection de fragments d'acides nucleiques permettant 
eventuellement de quantifier un gene. Parmi celles-ci, on 
peut citer : 

- Les tests utilisant des sondes genetiques, ou 
la quantite de sequence cible detectee depend de la taille 
et de I'homologie de la sonde. Ces tests sont appliques a 
la detection de differents organismes, comme des bacteries, 
des virus, des mycobacteries, des champignons ou d'autres 
parasites. Le probleme de ces tests reside dans leur faible 
sensibilite. 

- Les tests d ' amplification type PGR ou autres 
qui permettent de detecter specif iquement une information 
genetique avec une reelle sensibilite, qui doit etre tout 
de m§me nuancee par des problemes techniques conduisant a 
des faux positifs. 

Lors d'un diagnostic de sequences par 
amplification PCR, on n 1 est pas sur de la nature de 
l'amplicon, et dans le cas ou la proteine analysee est 
recherchee par immunodetection, les resultats peuvent 
correspondre a une reaction croisee non specif ique. De plus 
dans ces deux cas, on ne connait pas I'activite de la 
proteine recherchee. 

De plus, ces tests de detection ne permettent 
pas d'obtenir des informations sur I'activite f one tionnelle 
du produit du gene, ce qui peut : 

engendrer des faux positifs lors de la 
detection de sequences homologues a la place de la sequence 
cible, 
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- engendrer des erreurs de diagnostique, comme 
dans le cas de la detection d'un gene mute qui code pour 
une proteine non f onctionnelle , 

aboutir a un niveau d ' information 
5 insuffisant, comme par exemple la detection d'un pathogene 

sans pour autant donner d 1 indication sur sa virulence ou sa 
sensibilite a un traitement, ce qui conduit a un defaut de 
caracterisation, 

aboutir a un seuil de sensibilite trop 

10 faible. 

On peut aussi citer les tests immunologiques ou 
d ' incorporation de radioactivite lors de synthese de 
proteines qui permettent de detecter et eventuellement de 

15 quantifier directement une proteine. Des anticorps sont en 

effet utilises en routine pour identifier specif iquement un 
antigene dans un echantillon. Cependant , ces tests ne 
donnent generalement pas d ' information sur I'activite 
f onctionnelle de la proteine. 

20 H existe egalement dans l'art anterieur, des 

tests permettant d'effectuer directement la detection d'une 
fonction a partir d'un echantillon sans passer par les 
acides nucleiques presents dans ledit echantillon. II 
s'agit alors de travailler directement sur 1' ensemble des 

25 facteurs presents dans 1 ' echantillon et susceptibles d'agir 

sur le test fonctionnel. Cependant, il ne sera pas possible 
de distinguer une meme fonction provenant de deux facteurs 
differents. II peut s'agir par exemple d'une fonction 
associee a deux virus differents qu ' il ne sera pas possible 

30 de distinguer avec le meme test fonctionnel. On peut citer, 

la detection de I'activite f onctionnelle reverse 
transcriptase proposee dans la demande de brevet PCT 
publiee sous le No. WO96/23076, dont on ne peut pas 
determiner si I'activite reverse transcriptase provient 

35 d'HIV ou d'un autre virus. 

On peut enfin citer les tests de detection de 
fonction et de variants fonctionnels bases sur des etapes 
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realisees in vivo comme les ant ibiogr ammes , ou des 
techniques d'essais phenotypiques par exemple sur le virus 
HIV. Si les souches manipulees sont dangereuses, elles 
necessitent des conditions de securite par ticulieres done 
des amenagements speciaux des laboratoires . Outre leur 
complexite de mise en aeuvre qui les rend dif f icilement 
automatisable, ces tests sont onereux et de mise en ceuvre 
longue et fastidieuse. Ainsi, dans le cas des virus, 
1 ' isolement des virus dure de 4 a 10 semaines. Des tests 
plus recents fondes sur des methodes de clonage d'une 
activite enzymatique prennent encore de 3 a 4 semaines. De 
plus, ces tests ne permettent pas tou jours de detecter les 
variants minoritaires . 

Le but de la presente invention est precisement 
d'offrir une methode de detection et avantageusement de 
quantification d'une fonction connue eventuellement 
presente dans un echantillon ne presentant pas les 
inconvenients ci-dessus. La methode de 1 ' invention 
s 1 applique, bien entendu, a la detection et/ou la 
quantification simultanee ou non d'une ou plusieurs 
fonctions connues presentes dans le meme echantillon ou 
dans des echantillons differents regroupes . Ainsi, l'emploi 
par la suite du terme "fonction" au singulier couvrira 
egalernent le terme "fonctions" au pluriel et vice versa, 
sauf lorsqu'il sera indique explicitement qu'il s ' agit de 
la mise en oeuvre de la methode de 1 • invention sur plusieurs 
fonctions. La methode de 1* invention permet done non 
seulement de detecter et avantageusement de quantifier une 
ou plusieurs fonctions, mais aussi de les caracteriser d'un 
point de vue biochimique a partir d'un seul echantillon. 

On entend par fonction, 1' activite d'une ou 
plusieurs proteines specif iques d'au moins un organisme ou 
d ' au moins un processus, et que 1 ' on detecte et/ou 
quantifie selon la presente invention par le biais d'un 
test de la fonction de la ou desdites proteines. Dans le 
cadre de cette invention, le phenotype est considere comme 
une fonction. La methode de 1 ' invention trouve done tout 
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particulierement son application dans le domaine du 
diagnostic in vitro et notamment en matiere d' analyse d'une 
fonction. En effet, on entend aussi par fonction, au sens 
de la presente invention, la manifestation d'une propriete 
observable correspondant a 1' expression d'un ou plusieurs 
genes. Cette manifestation peut se traduire par 
1 'expression d ' un trait morphologique , d * un syndrome 
clinique, d'une resistance a un compose toxique, de 
1 'activite d'une proteine ou encore de la production d'une 
substance comme un metabolite, un antibiotique , etc.... Dans 
le cadre de cette definition de la fonction, 1 ' invention 
per met aussi 1 1 analyse in vitro d'une fonction 
correspondant au resultat de 1' expression de plusieurs 
genes, les proteines correspondant es etant toutes 
necessaires a 1 ' expression de ladite fonction. Dans cette 
forme de realisation de 1 1 invention, les genes codant pour 
cette ou ces fonctions peuvent etre situes : 

- sur le meme fragment d'ADN, dans ie cas d'un 
phenotype exprime par un operon, 

- a differents endroits de 1 ' ADN genomique, 
dans le cas de certaines voies metaboliques . 

Le phenotype analyse selon le procede de 
1' invention peut done ne pas etre seulement celui associe a 
une proteine, mais celui associe a un ensemble de 
proteines. II s'agit par exemple, comme indique 
precedemment , d'un phenotype correspondant a la syn these 
d'un metabolite (metabolite energetique, antibiotique, 
etc.), a la degradation d'un compose (de type nutriment ou 
xenobiotique) ou a 1' assemblage d'une proteine complexe 
constitute de plusieurs sous-unites identiques ou 
dif f erentes . 

La fonction peut correspondre par exemple a une 
activite enzymatique ou une af finite. Dans le cadre de la 
mise en evidence d'une activite enzymatique, tout type de 
substrat specif ique peut etre envisage par 1 ' homme de 
metier pour mettre en evidence la presence de la fonction 
recherchee . L ' homme de metier pourra par exemple se referer 
a des ouvrages comme Methods In Enzymology ou Annual Review 
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Of Biochemistry, dans lesquelles un grand nombre de 
methodes de dosage d' enzymes et de preparation de substrats 
ont ete decrites. Dans le cas de la mise en evidence d'une 
af finite par exemple d'un antigene pour un anticorps, d'une 
proteine pour de 1'ADN, d'un recepteur pour un ligand etc.... 
la mise en evidence d'une fonction peut etre realisee par 
exemple par des tests tels que la fixation de ligands 
marques par un isotope ou par une enzyme ou par un 
fluorophore, par une detection immunologique utilisant des 
anticorps marques par un metal ou par une enzyme ou par un 
fluorophore . 

On entend par organisme, tout type d' organisme 
ou micro-organisme , comme des virus, des bacteries, des 
algues, des champignons, ou tout produit comportant des 
acides nucleiques synthetiques ou naturel permettant 
1' expression des fonctions recherchees par le procede de 
1 ' invention. 

On entend par processus, le developpement 
d'une maladie, d'une infection ou de cellules par exemple 
cancereuses ou de contaminants. Ces processus peuvent avoir 
lieu sur un hote ou dans un procede industriel. 

On entend par extrait de traduction un extrait 
comportant tous les facteurs necessaires a l'etape de 
traduction a partir des messagers neosynthetises comme par 
exemple des ribosomes, des tRNA, des facteurs d' elongation , 
des facteurs d' initiation etc.... 

On entend par fonction connue, la fonction qui 
est analysee selon le procede de 1' invention et qui peut 
§tre detectee et/ou mesuree par un test fonctionnel. 

Le materiel biologique ci partir duquel est 
obtenu 1 ' echant illon sur lequel est realise la methode de 
1' invention peut etre tout echantillon susceptible de 
contenir des acides nucleiques de type humain, animal, 
vegetal, microbien, viral ou des echantillons provenant du 
sol, de l'eau, de biopsie, de cellules diverses, un 
processus ou un organisme. Ces echantillons peuvent aussi 
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correspondre a des produits de toute methode 
d' amplification de 1 ' ADN genomique, de 1 1 ADN synthetique, 
de l'ARINJ, ou tout produit d'acides nucleiques issus de 
traitements couramment utilises par 1 ' homme de metier. II 
peut s'agir, bien entendu, d'un echantillon biologique brut 
comme du sang, des tissus, de 1' urine ou tout autre liquide 
corporel comme le liquide cerebrospinal, synovial, pleural, 
pericardial ou prealablement traite pour preparer les 
acides nucleiques qu'il contient. 

La presente invention a done pour objet une 
methode de detection et/ou de quantification d'une fonction 
connue, a partir des acides nucleiques presents dans ledit 
echantillon, caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes 
suivantes : 

a) la preparation, a partir des acides 
nucleiques de 1 1 echantillon, de molecules d'acides 
nucleiques comprenant le ou les genes codant pour la ou les 
proteines correspondant a ladite fonction, et les elements 
de controle necessaires a la transcription et a la 
traduction du ou desdits genes; 

b) la transcription et la traduction in vitro 
des molecules d'acide nucleique preparee(s) a 1* etape (a); 

c) la detection et/ou la mesure de la fonction 
correspondant a la ou aux proteines produites a 1 ' etape 
(b) . 

Lorsque le procede de 1' invention est une 
methode de detection, on prepare a 1' etape (a) au moins une 
molecule d'acide nucleique comprenant le ou les genes 
codant pour la ou les proteines correspondant a ladite 
fonction. Tout pref erentiellement , lorsque la methode de 
1' invention est une methode de quantification, on prepare a 
1 ' etape (a), une quantite de molecules d'acides nucleiques 
proportionnelle a la quantite du ou desdits genes 
eventuellement present (s) dans les acides nucleiques de 
1 * echantillon. En consequence, les procedes mis en oeuvre a 
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l'etape (a) comme decrit ci-apres, sont mis en oeuvre de 
facon a assurer cette proportionnalite . 

Afin de faciliter 1' expose de l 1 invention, on 
designe a l'etape (a) de la methode de 1' invention, sous le 
terme de gene, toute sequence d'acides nucleiques 
permettant 1' expression de la ou des proteine(s) 
correspondant a la fonction detectee. II peut done s'agir 
de sequence d'ADN ou d'ARN. 

La detection et/ou la mesure de la fonction 
correspondant a la ou aux proteines produites a l'etape (b) 
est realisee par tout test fonctionnel de la ou desdites 
proteines determine de l'homme du metier. Si les acides 
nucleiques sont presents dans 1 1 echantillon, la fonction 
est detectee ou dosee de maniere directe ou indirecte par 
un ou plusieurs tests fonctionnels de la ou des proteines 
produites a l'etape (b) . La detection et/ou la mesure de la 
fonction correspondant a la ou aux proteines produites a 
l'etapes (b) peut mettre en oeuvre a 1 ' une des e tapes (a) 
et/ou (b) et/ou (c) une ou plusieurs molecules rapporteur 
permettant de reveler la presence de la ou des fonctions 
analysees caracteristiques d'un processus ou d'un 
organisme . 

La molecule rapporteur, si elle est presente, 
peut etre tout substance capable de reveler directement ou 
indirectement la fonction connue recherchee codee par la ou 
les proteines exprimees a l'etape (b) , comme une molecule 
d'acide nucleique, une proteine, un peptide, tel qu'un 
anticorps ou un melange d'anticorps specif ique ( s ) d'une 
proteine et capable (s) de reveler son activite, ou un 
substrat ou une cascade de substrats, dont 1 1 un est celui 
de 1 ' enzyme correspondant a la fonction recherchee ou toute 
molecule chimique ou synthetique ou organique. 

Ainsi, a l'etape (c), la mise en contact de la 
molecule rapporteur avec les proteines eventuellement 
exprimees a l'etape (b) peut etre realisee par addition de 
la molecule rapporteur dans le melange r^actionnel 
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resultant de l'etape (b) . Mais la molecule rapporteur peut 
aussi etre presente dans le melange reactionnel des l'une 
des etapes (a) ou (b) , soit sous sa forme finale de 
molecule rapporteur, soit, selon une forme particuliere de 
5 realisation de 1' invention, sous la forme d ' une molecule 

d'acide nucleique (ADN, ou ARN) correspondant au g£ne 
codant pour ladite molecule rapporteur, et alors design^ 
ci-apr&s gene rapporteur. Dans ce mode de realisation 
particulier, la molecule rapporteur sera produite lors de 

10 l'etape (b) con j ointement avec la ou les proteines 

correspondant a la fonction recherchee. 

Dans cette forme particuliere de mise en oeuvre 
de la methode de 1' invention, le gene rapporteur est place 
sous les memes sequences de controle de regulation de la 

15 transcription et de la traduction que le ou les genes 

codant pour la ou les proteines correspondant a la fonction 
analysee de facon a etre coexprime avec ceux-ci et ainsi 
permettre a la molecule rapporteur d'etre presente lors de 
l'etape (c) . Le gene rapporteur avec ses sequences de 

20 regulation de la transcription et de la traduction est 

present sous toute forme d'acide nucleique comme un vecteur 
d' expression in vitro, 

A titre d'exemple, le gene rapporteur peut etre 
le gene de la proteine GFP {Green Fluorescent Protein) ou 

25 celui de la beta-lactamase (TEM-1) . 

Dans le cas de la GFP, l'etape (c) comprend la 
detection et la quantification de 1'emission de 
fluorescence. Ainsi, la methode de 1' invention permet par 
exemple de realiser un test tel que la GFP n'est 

30 fluorescente que si la sequence cible est absente de 

1 ' echantillon d'acide nucleique etudie. II convient de 
noter que le gene rapporteur de la GFP presente 1 ' avantage 
de produire une proteine, dont l'activite est 
instantanement mesurable, ce qui permet un gain de temps 

35 supplementaire . 

Dans le cas de la beta-lactamase, l'etape (c) 
comprend la mesure de l'activite de cette enzyme, en 
incubant une fraction de la reaction de traduction dans un 
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tampon contenant de la nitrocephine. La nitrocephine est 
une beta-lactamine chromogenique qui a la propriete de 
virer du jaune au rouge lorsqu'elle est hydrolysee par une 
beta-lactamase active. Un test rouge indique par exemple 
5 que la sequence cible esc presente dans 1 ' echantillon 

d'acide nucleique analyse. 

Tout autre gene rapporteur peut etre envisage 
dans le cadre de la methode de l 1 invention, comme par 
exemple ceux de la beta-galactosidase, la luciferase, la 

10 peroxydase ou une microperoxydase etc.... II est a noter 

qu'un gene rapporteur correspondant a une proteine ayant 
une activite enzymatique presente une grande sensibilite 
due au coefficient enzymatique multiplicateur . 

La methode de 1 ' invention off re done un grand 

15 choix de mode de realisation a partir de genes et molecules 

rapporteurs choisis en fonction de la nature et de 
1 1 activite de la ou des proteines correspondant a la 
fonction recherchee, 

20 La mesure de 1' activite d'une ou plusieurs 

proteines a l'etape (c) peut etre lue directement dans un 
lecteur de fluorimetrie si la mesure de la fonction met en 
oeuvre un fluorophore comme par exemple la GFP ou de 
colorimetrie si la mesure de la fonction met en oeuvre un 

25 chromophore comme par exemple la nitrocephine. Mais on peut 

egalement envisager des mesures par absorbance, par 
viscosimetrie , par spectrophotometrie de masse ou tout 
autre methode li6e a la mesure de la fonction a l'etape c. 
II est tout a fait envisageable de realiser une lecture en 

30 continue de la fonction, si le test fonctionnel s'y prete . 

Comme indique precedemment la fonction analysee 
peut correspondre a une seule proteine ou a plusieurs 
proteines, comme par exemple dans le cas d'un phenotype 
35 exprirn^ par un operon. En consequence, la methode de 

1 ' invention accepte plusieurs formes de realisation. 
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Lor s que la fonction detectee et/ou quantifiee 
correspond a une seule proteine, la methode de 1 * invention 
comprend les etapes (a) a (c) suivantes : 

a) la preparation, a partir de 1 ' echantillon 
d'acide nucleique, de molecule d'acides nucleiques 
comprenant le gene codant pour la proteine correspondant au 
a ladite fonction en 5' dudit gene un promoteur d ' ARN 
polymerase et un site de fixation des ribosomes, et 
eventuellement un terminateur d'ARN polymerase en 3' dudit 
gene, 

b) la transcription et la traduction in vitro 
de la molecule d'acide nucleique preparee a I'etape (a), 
eventuellement en presence d ' une ou plusieurs molecules 
rapporteurs permettant de reveler et/ou de rnesurer 
l'activite, la presence ou 1' absence de la proteine 
correspondant a ladite fonction, 

c) la mise en contact des proteines 
eventuellement produites a I'etape (b) avec une ou 
plusieurs molecules rapporteurs, si celle(s)-ci n'etai(en)t 
pas presente(nt) a I'etape (b) , permettant de reveler et/ou 
de rnesurer l'activite, la presence de la proteine 
correspondant a ladite fonction. 

Mais la methode de 1' invention peut aussi etre 
appliquee a la detection et/ou a la quantification d'une 
fonction correspondant a un ensemble de proteines. Les 
genes codant pour ces proteines peuvent etre situes sur le 
meme fragment d'ADN comme dans le cas d'un operon, ou a 
differents endroits de I'ADN genomique comme dans le cas de 
certaines voies metaboliques . 

Lorsque la fonction connue analysee correspond 
a plusieurs proteines, I'etape (a) de la methode de 
1' invention admet les deux formes de mise en oeuvre 
suivantes : 

i) Soit, lesdits genes sont regroupes sous la 
forme d'un operon, et alors I'etape (a) consiste a preparer 
a partir de 1 1 echantillon d'acides nucleiques, une molecule 
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d'acide nucleique comprenant les genes (l'operon) codant 
pour les proteines correspondant a ladite fonction, si ils 
sont presents dans les acides nucleiques de 1 ' echantillon , 
en 5' de 1' ensemble desdits genes (de l'operon) un 
promoteur d'ARN polymerase, eventuel lement en 3' de 
1' ensemble desdits genes (de l'operon) un terminateur d'ARN 
polymerase, et pour chacun desdits genes son site de 
fixation des ribosomes naturel . 

ii) Soit, lesdits genes sont separes et alors 
1 ' etape (a) consiste a preparer, a partir de 1 ' echantillon 
d'acide nucleique, une ou plusieurs molecules d'acide 
nucleique comprenant les genes codant pour les proteines 
correspondant a ladite fonction, si ils sont presents dans 
les acides nucleiques de 1 1 echantillon, en 5 ' de chacun 
desdits gene un promoteur d'ARN polymerase et un site de 
fixation des ribosomes, et eventuellement en 3 * de chacun 
desdits genes un terminateur d'ARN polymerase. 

Dans la premiere forme de mise en oeuvre ( i ) 
ci-dessus, une mise en oeuvre preferee concerne le site de 
fixation des ribosomes de chacun des genes, qui est son 
site de fixation des ribosomes naturel, et 1 ' on prefere 
alors utiliser a 1 ' etape (b) un extrait de traduction 
prepare a partir de 1' organisme dont provient 1 ' echantillon 
d* acides nucleiques ou d'un organisme phylogenetiquement 
proche . 

Dans la seconde forme de mise en oeuvre (ii) 
ci-dessus, le site de fixation des ribosomes peut etre le 
site naturel de chacun des genes ou un autre site de 
fixation des ribosomes plus adapte a 1' etape (b) de 
traduction. 

Une variante de la premiere (i) et deuxieme 
forme (ii) de mise en oeuvre ci-dessus, consiste a realiser 
en parallele ou simultanement , la methode de 1' invention 
decrite precedemment lorsque la fonction analysee 
correspond a une seule proteine, chaque etape (a) etant 
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realisee avec chacun des genes. Une alternative a la 
realisation en parallele ou simultanee des rnethodes de 
1' invention, consiste a realiser separement pour chacun des 
genes les etapes (a) et (b) , puis, pour la detection et/ou 
5 la mesure finale de la fonction impliquant chacune des 

proteines, a rassembler les produits des etapes (b) pour 
realiser 1 1 etape (c) . 

De itieme, lorsque la fonction analysee 
10 correspond a des proteines dont les genes sont physiquement 

separes sur le genome, la methode de 1' invention consiste a 
realiser en parallele ou simultanement , la methode decrite 
precedemment lorsque la fonction analysee correspond a une 
seule proteine, chaque etape (a) etant realisee avec chacun 
15 des genes. Une alternative a la realisation en parallele ou 

simultanee des rnethodes de 1' invention, consiste a realiser 
separement pour chacun des genes, les etapes (a) et (b) , 
puis, pour la detection et/ou la mesure finale de la 
fonction impliquant chacune des proteines, a rassembler les 
20 produits des etapes (b) pour realiser 1 ' etape (c) . 

L 1 invention concerne aussi une methode de 
quantification d'une fonction connue, a partir des acides 
nucleiques presents dans ledit echantillon, caracterisee en 
25 ce qu'elle comprend : 

a) a c) la mesure de ladite fonction selon les 
etapes (a) a (c) ci-dessus, puis 

d) la comparaison de la mesure de la fonction 
eventuellement presente dans 1 ' echantillon effectuee a 
30 1 ' etape (c) avec une valeur etalon ou un ensemble de 

valeurs etalons de ladite fonction mesure sur un ou 
plusieurs echantillons etalons selon un procede de mesure 
identique ou equivalent a celui de 1 ' etape (c) . 



35 

Un echantillon etalon pour la realisation de 

1 • etape (d) ci-dessus peut etre tout echantillon 
contenant : 
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- une quantite, avantageusement connue, du ou 
des genes codant pour la ou les proteines correspondant a 
la fonction analysee par la methode de 1' invention, et qui 
sera alors soumis a un traitement de transcription 
traduction comme a I'etape (b) , puis la fonction de la ou 
des proteines obtenue(s) sera mesuree selon un procede de 
mesure identique ou equivalent a celui de I'etape (c) , 

- une quantite, avantageusement connue, de la 
ou des proteines correspondant a ladite fonction, laquelle 
sera mesuree selon un procede de mesure identique ou 
equivalent a celui de I'etape (c), 

- une quantite, avantageusement connue, d'un ou 
plusieurs organismes ou processus possedant le ou les genes 
codant pour la ou les proteines correspondant a ladite 
fonction, laquelle sera mesuree selon un procede de mesure 
identique ou equivalent a celui de I'etape (c) . 

L ' echantillon 6talon peut provenir d'un milieu 
identique ou different de celui sur lequel les etapes (a) a 
(d) de la methode de 1 ' invention sont realisees. Il peut 
s'agir du meme milieu mais preleve a un moment different. 

Dans une forme particuliere de realisation de 
la methode de detection de 1 ' invention, 1 ' echantillon peut 
contenir lui-meme l'etalon. 

Elle peut etre evaluee notamment par rapport a 
un seuil predetermine ou par rapport a une courbe standard 
permettant la comparaison des mesures de la fonction de 
I'etape (c) avec celles d ' echant illons etalons. 

Dans le cadre des differentes mise en oeuvre de 
la presente invention, la preparation de 1 * echantillon a 
I'etape (a) de la methode de 1' invention consiste a placer 
une ou plusieurs sequences d'acide nucleique codant pour la 
ou les proteines correspondant a la fonction analysee que 
1 ' on souhaite detecter ou quantifier sous le controle 
d' elements necessaires a la transcription et a la 
traduction in vitro. 
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Ainsi, a 1 ' etape (a), les sequences de controle 
du ou des genes codant pour la ou les proteines 
correspondant a la fonction detectee et/ou quantifiee selon 
le procede de 1 ' invention sont pour la transcription : 
5 - un promoteur d'ARN en 5 ' du brin codant du ou 

desdits genes, 

eventuellement un terrnina teur d'ARN 
polymerase en 3 1 , 

et pour la traduction : 
10 - un site de fixation des ribosomes qui peut 

etre ou non le(s) site(s) de fixation naturel(s) du ou des 
genes . 

Le promoteur (en 5') et le terminateur (en 3') 
s'il est present, d'une ARN polymerase, sont par exemple 

15 ceux de l'ARN polymerase des phages T7 , SP6 , Qp ou X. 

Une forme de mise en oeuvre avantageuse de 
1' etape (a) de la methode de 1' invention consiste a 
preparer la ou les molecules d'acide nucleique par une 
reaction d * amplification du ou des genes codant pour la ou 

20 les proteines correspondant au phenotype analyse, a partir 

de 1 ' echantillon d'acides nucleiques. II peut s 1 agir d'une 
amplification par PGR ou par des techniques derives de la 
PCR du type RT-PCR, nested PCR, multiplex PCR, ou des 
techniques differentes de la PCR du type NASBA , SDA ou 

25 rolling circle et autres. Avantageusement cette preparation 

met en oeuvre un couple d ' oligonucleotides ou un couple 
d' amorces specif iques de la ou des molecules d'acide 
nucleique comprenant le ou les genes codant pour la ou les 
proteines correspondant a la fonction analysee . Cette 

30 preparation par amplification est realisee a 1 ' aide d'une 

ou plusieurs paires d' amorces, chacune constitute pour 
1' exemple de la PCR (figure l)et de la NASBA : 

pour 1 'amorce sens, de la sequence 
s'hybridant en amont d'une ou plusieurs molecules d'acide 

35 nucleique comprenant le ou les genes codant pour la ou les 

proteines correspondant a la fonction analysee, et d'un 
promoteur d'ARN polymerase et eventuellement un site de 
fixation des ribosomes, et 
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pour 1 ' amorce antisens, de la sequence 
s'hybridant en aval d'une ou plusieurs molecules d'acide 
nucleique comprenant le ou les genes codant pour la ou les 
proteines corr espondant a la fonction analysee, et 
eventuellement d'un terminateur d'ARN polymerase. 

L ' etape (a) peut etre realisee par toute autre 
technique appropriee. En effet, la preparation de la 
molecule d'acide nucleique de 1 ' etape (a) peut etre 
realisee par toute autre methode connue de 1 ' homme du 
Metier comme par exemple une coupure de restriction 
permettant de recuperer le ou les genes d'interet suivie 
d'une ligation orientee avec les elements de controle 
necessaires a la transcription et a la traduction in vitro 
indiques precedemment . 

Lorsque 1' invention concerne la detection ou la 
quantification d'au moins deux fonctions dans le meme 
echantillon, quelque soit la technique de preparation de la 
ou des molecules d'acide nucleique 1' etape (a), celle-ci 
peut etre mise en oauvre avec des amorces discriminantes ou 
non . 

Ainsi, lorsqu'a 1 'etape (a) on utilise des 
amorces non discriminantes, alors a 1 ' etape (c) on detecte 
et/ou 1 ' on mesure lesdites fonctions par des tests 
fonctionnels permettant de differencier lesdites fonctions. 

Ou, lorsqu'a 1' etape (a) on utilise des amorces 
discriminantes, alors qu'a 1' etape (c) on detecte et/ou 
1 ' on mesure lesdites fonctions par des tests fonctionnels 
permettant ou non de differentier lesdites fonctions. 

Dans le cas de 1 ' utilisation de couples 
d' amorces a 1 ' etape (a) de la preparation de molecules 
d'acides nucleiques, differentes formes de mise en oeuvre de 
la methode de 1 ' invention peuvent etre realisees. II est 
possible de combiner dans un seul tube ou non deux 
reactions de detection, et/ou quantification objet de la 
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methode de 1 ' invent ion . L'etape (a) est realisee alors avec 
les amorces necessaires a 1 ' amplification specif ique des 
genes cibles. Dans ce cas, deux tests fonctionnels 
differents peuvent etre utilisees pour detecter et/ou 
quantifier chacune des fonctions. II est encore possible 
d'utiliser le meme test fonctionnel pour les fonctions, et 
un resultat positif indique alors uniquement la presence de 
1 ' une ou de 1* autre des proteines cibles . II est done 
possible d'utiliser autant de tests fonctionnels que de 
proteines cibles, chaque rapporteur different permettant de 
reveler chacune des proteines cibles. 

II est possible d'utiliser des amorces 
discr iminantes ou non a l'etape (a) et/ou des tests 
fonctionnels differents ou non a l'etape (c) de la methode 
de l'invention (exemple I). 

Des amorces discriminantes permettent d'isoler 
specif iquement une sequence d'acide nucleique codant pour 
une proteine correspondant a une fonction representative 
d'un processus ou d'un organisme, alors que les amorces non 
discriminantes ne permettent pas forcement d'isoler 
specif iquement un gene codant pour une telle fonction. 

Dans le cas de 1 ' u ti lisation d' amorces non 
discriminantes a l'etape (a) de la methode de l'invention, 
la specif icite du processus ou de 1 ' organisme pourra etre 
determinee par un test fonctionnel ou par une combinaison 
de tests fonctionnels realises a l'etape (c) de la methode 
de l'invention. Les amorces non discriminantes peuvent etre 
universelles ou non, degenerees ou non. On entend par 
amorces degenerees, des amorces qui s'hybrident 
partiellement a la cible nucleotidique codant pour la 
proteine correspondant a la fonction recherchee. On entend 
egalement par amorces non discriminantes des pools de 
couples d' amorces discriminantes pour preparer a l'etape 
(a) la ou les molecules d'acide nucleique comprenant le ou 
les genes codant pour la ou les proteines correspondant a 
la fonction recherchee presente dans un ou plusieurs 
processus ou un ou plusieurs organismes. 
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II est possible de realiser la methode de 
1 ' invention en combinant des amorces discriminantes ou non 
a 1* etape (a) avec des tests fonctionnels specif iques ou 
non a 1 ' etape (c) pour realiser la detection et la 
5 quantification d'un processus ou d'un organisme. En effet, 

c'est 1 ' interpretation de ces differents tests qui permet 
de determiner la specificite de la detection. 

La methode de 1' invention permet d' analyser les 

10 differentes fonctions correspondant a 1' expression de 

plusieurs mutants d'un merne gene pouvant etre contenus dans 
un meme echantillon d'acides nucleiques de depart. A titre 
d'exemple de cette application de la methode de 
1' invention, on peut citer les differents mutants du gene 

15 de la protease du VIH contenus dans un echantillon d'un 

patient infecte par ce virus. La mise en oeuvre de la 
methode de 1" invention consiste alors a realiser chaque 
etape (a) avec chacun des mutants dudit gene de facon a 
exprimer chacun de ceux-ci separement . La separation des 

20 mutants contenus dans 1 ' echantillon peut etre realisee par 

clonage, dilution extreme ou par toute autre methode connue 
de 1 ' homme du Metier. Cette application de la methode de 
1 * invention consiste done a analyser les differentes formes 
d 1 une fonction connue contenue dans un seul echantillon 

25 d'acides nucleiques. On entend par differentes formes d'un 

fonction connue, la manifestation de proprietes 
comparables, car tous les variants de la protease du VIH 
ont une activite proteasique, mais distinguables les unes 
des autres, puisque chaque variant proteique de la protease 

30 du VIH peut presenter une resistance specifique a un 

antiprotease . 

L" invention se rapporte done aussi a 
1 ' application de la methode a la detection et/ou la 
quantification in vitro des differentes formes d'une 

35 fonction connue dans un echantillon d'acides nucleiques 

susceptibles de contenir le ou les genes codant pour la ou 
les proteines correspondant a ces differentes fonctions. En 
effet, comme indique ci-dessus sur la protease du VIH, 
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1 ' echantillon d'un patient infecte par ce virus peut 
contenir plusieurs variants du virus chacun exprimant une 
protease differente. II est done interessant d'effectuer 
non seulement un diagnostic de la presence du virus par 
5 1 1 intermediaire de la recherche de la f onction de la 

protease du virus conf ormement a la methode de 1' invention, 
mais aussi de realiser une analyse de la representation des 
differents variants de cette protease. 

Sur la base de cet exemple sur le VIH, 

10 1' invention permet 1' analyse in vitro des differentes 

formes d'une f onction connue correspondant a 1' expression 
de plusieurs variants d'un gene pouvant etre contenu dans 
un meme echantillon d'acides nucleiques de depart. Ce but 
est atteint selon 1* invention, en amplifiant eventuellement 

15 les differents variants, par exemple par culture cellulaire 

ou par amplification moleculaire, puis en isolant chaque 
gene, par exemple par clonage ou par dilution extreme, et 
en exprimant chacun de ces genes conformement aux. etapes 
(a) et (b) de la methode de 1' invention, et enfin en 

20 revelant de la ou des fonctions recherchee . 

Les reactions de transcription et de traduction 
(etape b) peuvent etre simultanees, ce qui signifie que la 
phase de traduction est realisee simul tanement avec la 
25 transcription, ou decomposee en deux etapes distinctes de 

transcription et de traduction. 

Le decouplage des etapes de transcription et de 
traduction permet d'optimiser les rendements de chaque 
etape, et ainsi de produire des quantites plus importantes 
30 de proteines, ce qui trouve toute son utilite dans le cas 

de la detection d' enzymes de faible activite specif ique. 

Ce decouplage permet aussi de normaliser la 
formation des produits a 1' etape (b) et de pouvoir comparer 
ulterieurement les differentes fonctions exprimees . 
35 Le decouplage entre la transcription et la 

traduction permet £galement d'eviter les problemes de 
degradation de la matrice ADN par les nucleases si celle-ci 
a ete prepar£e par PCR . En ef f et , les composants de la 
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reaction de transcription sont moins contamines par des 
nucleases, contrairement aux extraits de traduction. 

Le decouplage permet en outre l'emploi 
d' extraits de traduction differents selon 1'origine de 
5 l'ADN crible. En effet, la phase de traduction du transcrit 

est avantageusement realisee avec un extrait de traduction 
de la meme origine ou d'une origine proche de celle de 
1 ' echantillon biologique sur lequel est pratique le procede 
de 1' invention. Ainsi, on optimise 1' adequation entre 

10 1'origine des signaux de traduction des transcrits et 

1' extrait cellulaire pour une efficacite de traduction 
optimale. On peut citer a titre d'exemple 1 ' utilisation 
d'un extrait de traduction prepare a partir de cellules 
eucaryotes pour la traduction d'une sequence cible 

15 eucaryote ou d'un extrait de traduction preparees a partir 

de mycobacteries non pathogenes pour la traduction de genes 
de Mycobacteries pathogenes tel que 1 ' inteine de RecA de 
Mycobacterium tuberculosis. Dans un autre cas de figure, 
1' extrait de traduction est prepare a partir d'organismes 

20 extremophiles pour la traduction d'un gene d'un meme 

organisme ou d'un autre organisme extremophile du meme type 
( thermophiles , halophiles, acidophiles, etc...). Ces 
extraits respectifs sont susceptibles d'ameliorer 
1' efficacite du procede. Ces extraits sont choisis pour 

25 leur capacite a traduire les transcrits. 

Le procede de 1' invention est remarquable en ce 
qu'il met en oeuvre une adequation entre la ponctuation 
d' expression des transcrits et les extraits de traduction 
utilises. Ces extraits sont aussi caracterises en ce que 

30 soit ils ne contiennent pas la propriete recherchee, soit 

ils la contiennent mais qu'elle n'est pas detectable dans 
les conditions de test realisees pour detecter la fonction 
recherchee. II s'agit par exemple de 1 ' utilisation d'un 
extrait de traduction contenant une activite beta- 

35 galactosidase mesophile permettant de traduire un ARNm 

d'une beta-galactosidase thermophile et de la detection de 
1' activite de cette derniere a haute temperature, ce qui 
^limine 1' activite beta-galactosidase mesophile. 
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En fonction de l'origine genetique des 
molecules d'acide nucleique preparees a I'etape (a), par 
exemple ADN de microorganismes Gram positifs, ou negatifs, 
d'eucaryotes, de virus etc..,, et de la fonction testee, 
differents extraits de traduction peuvent done etre 
utilises . 

Une mise en ceuvre particuliere du procede de 
1' invention consiste a utiliser a I'etape (b) un extrait 
de traduction qui soit en fait un melange de plusieurs 
extraits de traduction. II peut s'agir par exemple 
d ' extrait de traduction de E . coli surexprimant une 
proteine chaperon A melange avec un extrait de traduction 
de E. coli surexprimant une proteine chaperon B. Tout type 
de melange est envisageable du moment qu'ii correspond aux 
caracteristiques decrites ci-dessus. De la meme maniere, il 
est possible d' utiliser un extrait de traduction dans 
lequel est rajoute un ou plusieurs tRNAs specif iques d * un 
ou de plusieurs codons . Les extraits de traduction ainsi 
obtenus permettent alors de traduire des mRNA comportant 
ces codons specif iques, comme par exemple la traduction 
d ' un mRNA contenant un codon ambre en raj outant dans 
1' extrait de traduction un ou des tRNAs suppresseurs . 

Le traitement de I'etape (b) avec un exurait de 
traduction peut aussi etre realise avec un extrait 
standard de traduction quelque soit l'origine de 
1 ' echantillon comme par exemple un extrait d'E. coli et/ou 
tout(s) autre(s) extrait (s) celluiaire ( s) supplementes ou 
non par des molecules interessantes comme celles, par 
exemple, indiquees precedemment ( tRNA , chaperon...) . 

II est egalement possible d'ajouter a 1' extrait 
de traduction de I'etape (b) une ou plusieurs substances 
favorisant un repliement ou une maturation plus efficace 
des proteines exprimees, comme par exemple des chaperons, 
des detergents, des sulf obetaines , des extraits 
membranaires , etc... . 

Dans le cas ou la sequence cible est de type 
eucaryote , la reaction de transcription de I'etape (b) peut 
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etre completee par une reaction de splicing et de 
maturation in vitro des ARNm en ajoutant un extrait 
nucleaire au melange reactionnel. 

Dans le cas particulier ou le gene rapporteur 
est coexprime avec la ou les proteines codant pour la ou 
les fonctions, la reaction de transcription et de 
traduction de l'etape (b) est standardisee de fagon a 
eviter des resultats correspondant a des faux positifs ou a 
des faux negatif s : 

- d'une part, pour que la proteine cible codant 
pour la fonction ait le temps d'agir au niveau de la mesure 
de la fonction a l'etape (c ) comme par exemple d'agir sur 
le rapporteur pour 1 ' inhiber par exemple, ou pour eviter de 
se placer dans des conditions ou le rapporteur serait en 
plus grande quantite que la proteine cible. 

d' autre part, pour se placer dans des 
conditions d'activite a la fois pour la proteine cible 
(correspondant a la fonction) et le rapporteur si il est 
necessaire au test de mesure a l'etape (c).. " 

La methode de detection et/ou de quantification 
d'une fonction connue objet de 1 ' invention est remarquable 
en ce qu'elle permet d' eviter les faux positifs dus a des 
interferences des composes presents dans 1 ' echantillon de 
depart lors de la detection et/ou la mesure de la fonction 
analysee a l'etape (c) . En effet, du fait du principe meme 
de la methode de 1' invention, les interactions potentielles 
des composes du milieu initial sur la detection et/ou la 
quantification de la fonction a detecter et/ou quantifier 
sont reduites (par exemple par dilution dudit milieu 
initial au fur et a mesure des differentes etapes du 
procede de 1' invention, mais surtout par la specif icite du 
test fonctionnel utilise a l'etape (c) du procede de 
1 ' invention) . En outre, la methode de 1' invention 
s 1 attachant a detecter et/ou quantifier une fonction, 
toutes les molecules d'acide nucleique codant pour des 
proteines non f onctionnelles ou toutes les molecules 



WO 00/34512 



23 



PCT/FR99/03059 



d'acide nucleique presentant des homologies de sequence 
avec la sequence recherchee mais codant pour une fonction 
differente ne seront pas detectes, ce qui est un des 
avantages majeurs de la methode de 1 1 invention par rapport 
5 aux techniques de 1 ' art anterieur. 

La methode de 1' invention off re 1 ' avantage de 
pouvoir detecter specif iquement une ou plusieurs sequences 
cibles dans un echantillon a analyser et de travailler 

10 ulterieurement directement sur cette ou ces sequences 

cibles. La sensibilite de cette methode s'explique par le 
coefficient mul t ipl icateur des Stapes (b) et (c) 
correspondant respect ivement a la transcription, a la 
traduction du ou des genes prepares a 1 ' etape (a) puis a la 

15 detection et/ou la mesure de la fonction correspondant a la 

ou aux proteines produites a 1' etape (b) . De plus, pour 
augmenter la sensibilite, la methode de 1 ' invention peut 
passer apres 1' etape de transcription par une etape 
d' amplification des transcrits par toute technique connue 

20 de l'homme de metier comme la NA§BA (nucleic Acid 

Sequence-based Amplification) , la TMA (Transcription 
Mediated Amplification) avant 1 ' etape de traduction. La 
methode de 1 ' invention est en outre rapide et 
reproductible, car toutes les reactions sont realisees in 

25 vitro, ce qui permet de standardiser la detection et de 

s'affranchir de tous les problemes lies aux tests de 
diagnostic in vivo, comme la diffusion membranaire, la 
toxicite cellulaire ou l'6tat physiologique des cellules. 

30 II convient de remarquer que dans cette 

application de la methode de 1' invention, la fonction 
recherchee est mise en evidence grace a l'activite de la 
prot^ine cible qui est exprimee in vitro. Dans ce cas, la 
methode de 1' invention permet non seulement de mettre en 

35 Evidence la presence d'une ou plusieurs fonctions d'un 

processus ou d'un organisme, mais aussi de caracteriser 
l'activite de la ou des proteines correspondantes . Cette 
caract^risation, peut etre aussi designee phenotypage de la 
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proteine ou des proteines exprimees selon le procede de 
1' invention, par opposition a la genomique qui est la 
caracterisation de la composition en acides nucleiques de 
la sequence cible. Le diagnostic de sequences cibles 
5 correspond alors egalement au diagnostic de la fonction et 

a sa caracterisation. On entend par exemple par 
caracterisation, la definition du spectre d' inhibition 
d'une proteine cible par des inhibiteurs specifiques ou la 
definition d'une gamme de pH dans laquelle la proteine 

10 cible est active. Si la fonction est une activity 

enzymatique, il peut s'agir de 1' analyse des conditions 
optirnales de fonctionnement (pH, temperature, concentration 
en sels), des parametres cinetiques (Vm, Km), des 
parametres d'inhibition (Ki). Si la fonction est une 

15 af finite, il peut s'agir de la determination du Kd, ou de 

la molecule ayant le plus d'af finite pour cette proteine. 
Il peut s'agir encore de la determination de la taille de 
la proteine traduite ou de 1 ' ARNm transcrit, et 
eventuellement du sequengage du gene correspondant . 

20 A titre d' exemple, cette methode presente un 

interet tout particulier dans le diagnostic de la proteine 
cible correspondant a la proteinase a acide aspartique du 
virus HIV pour etudier consecutivement sa sensibilite a 
differents inhibiteurs specifiques de proteinases ou 

25 antiviraux, lorsque la sequence cible correspondante est 

presente dans un £chantillon d' acide nucleique. 

La caracterisation d'une fonction represente la 
determination des caracteristiques de la dite fonction et 
en particulier 1 ' identification de substance(s) capable (s) 

30 de modifier ladite ou lesdites fonction(s). On entend par 

substance des polynucleotides, des peptides, des proteines, 
les ions, des molecules ou des compositions chimiques 
naturelles ou synthetiques , des hormones, des composes 
aroma tiques, des anticorps, des fragments d'anticorps, des 

35 genes, des recepteurs cellulaires, des acides amines, des 

glycopeptides , des lipides, des glycolipides , des sucres, 
des polysaccharides, etc...., capables de modifier 1' activity 
d'une ou plusieurs fonctions d'un organisme ou d'un 
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processus. Ces dites substances pourront correspondre a une 
ou plusieurs tetes de series. II peut s'agir de tout agent 
capable de modifier la ou les fonctions comme des 
antiviraux, des inhibiteurs, des stimulants, des conditions 
physico-chimiques , des radiations ou des traitements 
thermiques. Cette caracterisation peut se faire en serie 
avec la detection et/ou la quantification ou de maniere 
sequentielle . Cette caracterisation de fonction permet 
d'effectuer des analyses s tatis tiques . En effet, apres 
avoir identifie differentes fonctions ou differents 
variants fonctionnels, ii est possible d'etudier 
individuellement par exemple leur resistance a une ou 
plusieurs substances . Cette forme de mise en oeuvre de la 
methode de 1 ' invention est avantageusement realisee sur une 
plaque de microt itrat ion ou sur une puce pour etudier par 
exemple le comportement de differents variants genetiques 
de la fonction proteinase a acide aspartique de HIVl vis-a- 
vis de plusieurs antiviraux. 

En consequence, la methode de 1' invention peut 
comprendre apres 1'etape (c) , un test de ladite fonction 
avec une substance. 

La detection et/ou la quantification de 
differentes fonctions presentes dans un echantillon selon 
la methode de 1 ' invention presentent un avantage certain 
dans le suivi d'un organisme ou d'un processus. En effet, 
la methode de 1 ' invention permet de de teeter et/ou de 
quantifier par exemple les fonctions d'un virus et d'un 
composant cellulaire. Cette mise en oeuvre de 1 ' invention 
trouve par exemple un interet tout particulier dans la 
detection et/ou la quantification de la presence d'un 
pathogene dans un organisme (virus ou bacterie) , qui peut ( 
peuvent) etre correle(es) a la detection et/ou la 
quantification d'une fonction specif ique dudit organisme 
infecte ou de la reponse a 1' infection de 1' organisme 
ihfecte (par exemple production de l'alpha-1 acid 
glycoprotein (AAG) dans le cas de 1 ' infection par le virus 
du HIV) . 
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La methode de 1 1 invention permet en outre 
d'effectuer des suivis d'une ou plusieurs fonctions dans 
differents echantillons . A titre d'exemple, on peut citer 
le suivi des differents variants fonctionnels de 
differentes fonctions caracteristiques d'une infection par 
le virus HIV. L ' apparition des differents variants 
fonctionnels est caracteris tique des phenomenes de 
resistances a un ou plusieurs antiviraux. Selon le 
developpement de cette resistance, differents tissus 
porteront differents variants genetiques du virus. Le suivi 
des differents variants genetiques dans differents tissus 
donne alors une indication de la propagation de 
1' infection. Selon les resultats de detection des 
differents variants genetiques dans differents tissus, le 
medecin pourra juger de 1 ' etat immuni taire d'un patient et 
de sa capacite a lutter contre des maladies opportunis tes 
et envisager pour son malade outre un traitement par des 
antiviraux, un traitement par des antibiotiques et ou des 
antif ongiques . 

Compte tenu de la facilite, du faible cout et 
de la rapidite de la methode de 1' invention, un suivi de la 
ou des fonctions peut etre mis en oeuvre de maniere a 
effectuer periodiquement la detection et la quantification 
de la ou desdites fonctions. La comparaison des resultats 
obtenus a differents temps et leur interpretation permet un 
suivi dans le temps de 1' evolution d'un processus. 

Ces differents suivis permettent au praticien 
de cornprendre le developpement d'un processus ou d'un 
organisme. L ' interpretation des resultats perirtettra au 
praticien qui met en oeuvre le procede de 1' invention de 
prendre une decision. 

Les etapes du procede de 1 ' invention peuvent 
etre realisees successivement ou non sans interruption ou 
non par le meme operateur. II peut etre realise sur un 
dispositif automatise integrant chacune des etapes, ou 
peuvent etre realisees de fagon discontinues, 
eventuellement par des operateurs differents. Les 
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echantillons d'acides nucleiques peuvent etre alors places 
sur un support pouvant correspondre par exemple a une 
biopuce ou une plaque de microtitration contenant plusieurs 
dizaines a plusieurs milliers d ' emplacements . Ces supports 
sont concus pour permettre : 

- la preparation des sequences cibles (etape 

a) , 

- 1 ' initiation des reactions de transcription 
et de traduction (etape b) et pour la revelation de la 
molecule rapporteur (etape c) . 

En consequence; 1 1 invention concerne un 
dispositif comprenant un agencement d'un ou plusieurs 
supports, de robots et d'un lecteur desdits supports pour 
la realisation des etapes de la methode decrite 
precedemment . 

L ' invention concerne aussi un kit pour la mise 
en oeuvre des methodes decrites precedemment. 

Dans une premiere forme de realisation un kit 
selon 1' invention comprend : les moyens de revelation de la 
fonction, une ARN polymerase, des sequences nucleotidiques 
pour la preparation des molecules d'acides nucleiques 
comprenant le ou les genes permettant 1' expression de la ou 
des proteines correspondant a la fonction detectee et/ou 
quantifiee, les quatre nucleotides triphosphates, les 
melanges necessaires a ladite preparation, a la 
transcription et a la traduction, eventuellement des 
temoins . 

Dans une seconde forme de realisation un kit 
selon 1 * invention comprend : 

- eventuellement les produirs necessaires a la 
preparation des molecules d'acides nucleiques comprenant le 
ou les genes permettant 1' expression de la ou des proteines 
correspondant a la fonction detectee et/ou quantifiee, 

- tout support comme plaque de microtitration 
ou puce contenant : les moyens de revelation de la 
fonction, une ARN polymerase, les quatre nucleotides 
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triphosphates, les melanges de transcription et de 

traduction, eventuellement des temoins . 

Les kits et les supports peuvent etre envisages 

pour la detection et/ou la quantification simultanement ou 

5 non d'une ou plusieurs fonctions correspondant a un ou 

plusieurs processus ou un ou plusieurs organismes . 

L ' invention a done aussi pour objet un support 

presentant une serie d' emplacements pour la mise en oeuvre 

d'une methode de 1' invention, caracterise en ce que chacun 

10 desdits emplacements permet la detection et/ou la mesure 

d'une fonction differente. 

D'autres avantages et carac teris tiques de 
1' invention apparaitront dans les exemples de realisation 
15 de 1' invention, qui suivent et qui se referent aux dessins 

en annexe dans lesquels : 

La figure 1 est une representation 
schematique de la methode de 1* invention. 

La figure 2 est une representation 
20 schematique de 1 1 application de la methode de 1 ' invention 

au diagnostic du virus HIV. 

La figure 3 est une representation 
schematique de 1 ' application de 1 ' invention au diagnostic 
de Mycobacterium tuberculosis. 
25 - La figure 4 represente la detection de 

l'activite totale ou de l'activite des germes 
polyresistants par la methode de 1' invention. 

- La figure 5 represente la detection de la 
charge virale par la methode de 1' invention. 
30 - La figure 6 represente la carac terisation de 

l'effet d'un inhibiteur sur un echantillon positif par 
rapport a un temoin negatif par la methode de 1' invention. 

Exemple I : Exemples de mises en oeuvre de la 
3 5 methode de 1* invention avec differents couples d' amorces a 

l'etape (a) de preparation et/ou differents tests 
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fonctionnels a l'etape (c) de detection et de 
quantification d ' une ou plusieurs fonctions , 

Les cas ci-apres permettent d'illustrer 
5 differentes possibilites de la methode de 1' invention. 

1) Cas No . 1 : Les amorces utilisees a l'etape 
(a) du procede de 1' invention permettent de detecter et de 
quantifier 1' activity reverse transcriptase du virus HIV. 

10 Le tableau 1 ci-dessous montre que 

1 ' utilisation d' amorces discriminates a l'etape (a) de la 
methode de 1' invention permet de detecter par un test 
fonctionnel a l'etape (c) : 

L'absence de la fonction reverse 

15 transcriptase dans 1 ' echantillon 3, done l'absence du virus 

HIV. 

La presence de la fonction reverse 
transcriptase dans les echantillons 1 et 2, done la 
presence du virus HIV dans les echantillons 1 et 2 . Le 
20 virus HIV est present en plus grande quantite dans 

1 ' echantillon 2 que 1 ' echantillon 1. 

Tableau 1 





Echantillon 1 


Echantillon 2 


Echantillon 3 


Amorces 
discriminante 
s utilisees a 
l'etape (a) 


+ 


+++ 





2) Cas n° 2 : Des amorces non discr iminantes 
25 sont utilisees a l'etape (a) de la methode de 1' invention 

pour detecter dans chaque echantillon la presence 
potentielle d'une activitc reverse transcriptase. 

Le tableau 2 ci-dessous montre que 
30 1 'utilisation d'amorces non discriminates a l'etape (a) de 

la methode de 1 ' invention permet de detecter par un test 
fonctionnel a l'etape (c) : 
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L ' absence de fonction reverse transcriptase 
dans 1 ' echantillon 3, done 1' absence de virus. 

La presence de la fonction reverse 
transcriptase dans les echantillons 1 et 2, done la 
presence de virus possedant une fonction reverse 
transcriptase dans les echantillons 1 et 2 . La fonction 
reverse transcriptase est presente en plus grande quantite 
dans 1 ' echantillon 2 que 1 ' echantillon 1. 

Le tableau 2 ci-dessous montre aussi que 
1 ' utilisation d' amorces discriminantes a l'etape (a) de la 
methode de 1' invention permet de detecter par un test 
fonctionnel a l'etape c) : 



La presence d'HIV dans 1 ' echantillon 1. 
La presence d'HBV dans 1 ' echantillon 2. 
Tableau 2 





Echantillon 
1 


Echantillon 
2 


Echantillon 
3 


Amorces non 
discriminantes 


+ 


+ + + 




Amorces 
specifiques de 
la RT d'HIV 








Amorces 
specifiques de 
la RT d'HBV 




+ + + 





3) Cas n° 3 : Des tests fonctionnels differents 
sont mis en oeuvre a l'etape c du procede de 1' invention 
pour detecter une polymerase en fonction de sa 
thermoresistance . 

Le tableau 3 ci-dessous montre que la methode 
de 1' invention permet de detecter par differents tests 
fonctionnels a l'etape (c) : 

La presence d'une polymerase pref erentielle 
active a 100°C dans 1 ' echantillon 1. 

La presence d'une polymerase active a 60°C 
dans 1 ' echantillon 2 . 
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La presence d'une polymerase uniquement 
active a 100°C dans 1 ' echantillon 3. 
Tableau 3 





Echantillon 1 


Echantillon 2 


Echantillon 3 


Test 

f onctionnel 
a 60 ° 


+ 


+ + + 




Test 

fonctionnel a 
100 ° 


++++ 




+ + + 



5 4) Cas n° 4 : Un test fonctionnel peut etre 

realise en presence de differents substrats pour detecter 
et quantifier les differentes fonctions presentes dans un 
echantillon. Ce test fonctionnel peut permettre par exemple 
de detecter une activite polymerase. 
10 Le tableau 4 ci-dessous montre que la methode 

de 1' invention perraet de detecter par un test fonctionnel 
realise a l'etape (c) : 

La presence d'une activite ADN polymerase 
ADN dependante et ARN dependante dans 1 ' echantillon 1. 
15 - La presence d'une activite ADN polymerase 

ADN dependante dans 1 ' echantillon 2. 

La presence d'une activite ADN polymerase 
ARN dependante dans 1 ' echantillon 3. 

Le test fonctionnel en 1' absence de 
20 substrat est un t^moin negatif permettant de valider la 

detection. 

Tableau 4 





Echantillon 
1 


Echantillon 

2 


Echantillon 
3 


Test fonctionnel 
+ ADN 


+ 


+ 




Test fonctionnel 
+ ARN 


+ 




+ 


Test fonctionnel 
sans substrat 
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5) Cas n° 5 ; Ce cas represente par exemple la 
detection du virus HIV dans des echantillons 1, 2 et 3 
sanguins . Deux tests fonctionnels sont realises pour 
controler la specificite de notre detection. 

Le tableau 5 ci-dessous montre que 
L ' utilisation de pool d' amorces discriminantes a 1 ' etape a) 
de la methode de 1' invention sur differents echantillons 
sanguins permet de detecter par des tests fonctionnels 
differents realises a 1' etape (c) : 

La presence d'HIV dans 1 ' echantillon 1 
L ' absence d'HIVdans 1 ' echantillon 3 
Une erreur dans 1 ' echantillon 2 
Tableau 5 





Test fonctionnel 
permettant de reveler 
1 ' activite reverse 
transcriptase 


Test fonctionnel 
permettant de reveler 
1' activite proteinase a 
acide aspartique 


Test 1 


+ 


+ 


Test 2 


+ 




Test 3 







6) Cas n° 6 : Ce cas concerne la detection et 
la quantification des microorganismes suivants 

Aeromonas hydrophila se caracterise par les 
activites ONPG, LDC , ESC , OX. 

Escherichia coli 1 se caracterise par ONPG, 

LDC , ODC , UE . 

Salmonella arizonae se caracterise par 

ONPG , LDC , ODC . 

Viblrio alginoly ticus se caracterise par 

LDC , ESC , OX . 

Le tableau 6 ci-dessous montre que 
1 'utilisation de pool d' amorces discriminantes a 1 ' etape 
(a) de la methode de 1' invention sur differents 
echantillons permet de detecter par des tests fonctionnels 
differents a 1 ' etape (c) et en fonction de differentes 
cartes d'identite f onctionnelles de microrganisme : 
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La presence d'aeromonas hydrophila dans 

1 ' echantillon a. 

La presence d'E. coli 1 dans 1 ' echantillon 

b. 

5 - L'absence de mi c r o r gan i sme dans 

1 ' echantillon c 

La presence de Vibrio alginolyticus dans 

1 ' echantillon d 

La presence de Salmonella arizonae dans 

10 1 ' echantillone . 

Tableau 6 





ONPG 


LDC 


ODC 


LTE 


ESC 


OX 


Echantillon a 


+ + + 


+ 






+ 


+ + + 


Echantillon b 




+ + + 


+ 4- 


+ 






Echantillon c 














Echantillon d 




+ 






+ + 


+ -r + 


Echantillon e 


+++ 


+ + + 


+ + + 









On entend dans le tableau 6 par : 
ONPG : beta D- galactosidase 
15 - LDC : Lysine decarboxylase 

ODC : Ornitine decarboxylase 
URE : urease 

ESC : beta-galactosidase 
OX : cytochrome oxydase 

20 

Exemple II : Diagnostic du virus HIV . 

Parmi les proteines virales necessaires au 
cycle de multiplication du virus du HIV, on peut noter la 
25 proteinase a acide aspartique. La presence de cette 

proteine peut servir a diagnost iquer 1' infection d'un 
patient par le retrovirus. 



30 



Comme montre a la figure 2 , apres une 
extraction des acides nucleigues d'un prelevement sanguin, 
une etape d ' amplification permet d' amplifier le gene de la 
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proteinase a acide aspartique de HIV si le patient est 
infecte par le virus et d'integrer le promoteur, le 
terminateur de la T7 ARN polymerase et un site RBS a la 
sequence cible. 

5 La molecule rapporteur preparee a l'etape (a) 

est un peptide contenant des sites de coupure specifiques 
de la proteinase de HIV. Ce peptide est lie covalemment 
respect ivement en N et C terminal a une molecule 
fluorescente (comme par exemple la fluoresceine) et a un 
10 quencher de cette derniere (comme par exemple la 

rhodamine) . 

Le gene cible amplifie est place dans un tube 
charge avec un melange de transcription/ traduction couple 
(composants necessaires a la transcription et a la 

15 traduction). Puis on ajoute la molecule rapporteur. 

Avantageusement, le milieu reactionnel de transcription et 
de traduction est compose soit d'un extrait cellulaire de 
traduction de E. coli, soit d'un extrait cellulaire de 
traduction de cellules eucaryotes. 

20 Si la proteinase a acide aspartique est absente 

de 1 ' echantillon teste, le rapporteur n'est pas clive. La 
fluoresceine et la rhodamine se trouvent alors dans un 
environnement suffisamment proche pour assurer un transfert 
d'energie de type FRET (fluorescence resonance energy of 

25 transfert) . Apres exposition du peptide rapporteur a une 

longueur d'onde donnee (environ 490 nm) , seule la 
fluorescence rouge du quencher sera detectable. 

Si la proteinase i acide aspartique est 
presente dans 1 ' echantillon teste, le rapporteur est clive. 

30 La fluoresceine et la rhodamine sont alors trop eloignes 

pour assurer un transfert d'energie. Apres exposition des 
produits de clivage a une longueur d'onde donnee (environ 
490 nm) , seule la fluorescence verte de la fluoresceine est 
detectable . 

35 Des temoins negatif et positif sont realises en 

parallele. II correspondent respectivement a une fraction 
d'une reaction PCR realisee sur de 1'ADN d'un patient sain 
et d'un patient infecte. 



WO 00/34512 



PCT/FR99/03059 



Apres avoir diagnostique la presence du virus 
chez un patient, cette methode permet un test consecutif 
de caracterisation de la proteinase a acide aspartique : 
selon la souche responsable de 1' infection virale, la 
5 proteinase a acide aspartique presente une sensibilite 

variable a differents inhibiteurs specif iques. Un tel 
phenotypage de la proteinase a acide aspartique permettra 
d' adapter la therapie du patient directement apres le 
diagnostic de 1' infection virale. Pour cela, il suffit 

10 d'incuber une fraction de la reaction d ' amplification dans 

differentes reactions de transcription/ traduction, chacune 
contenant un inhibiteur specifique de proteinase a acide 
aspartique utilise ac tuel lenient dans des therapies 
antivirales, et d'effectuer ensuite le test d'activite de 

15 la proteinase a acide aspartique avec le peptide FRET. 

Exemple III : Diagnostic de Mycobacterium 
tuberculosis . 

20 Les methodes classiques de diagnostic de la 

tuberculose et des infections mycobacteriennes reposent sur 
1 ' examen microscopique et sur la culture des echantillons . 
Pour palier a la lenteur du diagnostic classique, de 
nouvelles techniques ont ete developpees. 

25 Dans le cadre de la methode de l 1 invention, le 

diagnostic du pathogene est realise en utilisant par 
exemple comme cible une de ses inteines. Les inteines sont 
des introns proteiques recemment decouverts a l'interieur 
3 e sequences proteiques. Les inteines possedent toute 

30 1 ' information necessaire a leur propre excision. Ce 

processus recemment mis en evidence est comparable a 
l'epissage des ARN premessagers . Ainsi, par convention, la 
sequence proteique interne est appelee inteine et les deux 
sequences externes, exteines (Perler, F.B., Davis E.O. f 

35 Dean, G.E., Gimble, F.S., Jack, W.E., Neff, N . , Noren, 

C.J., Thorner, J. et Belfort, M. (1994). Protein splicing 
elements : inteins and exteins - a definition of terms and 
recommended nomenclature. Nucl. Acids Research 22, 1125- 
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1127). Ce phenomene d'excision proteigue specifique est 
tres rapide. Ces inteines ont ete decouvertes dans des 
groupes de genes tres differents et elles sont a la fois 
presentes chez les procaryotes et les eucaryotes. La 
5 proteine RecA de Mycobacterium tuberculosis contient un tel 

element. D'autres Mycobacteries pathogenes peuvent posseder 
de telle sequence dans RecA comme Mycobacterium Leprae. 
Neanmoins, ces deux introns proteiques sont differents en 
taille, en sequence et dans leur localisation, ce qui les 

10 rend tr£s sp^cifiques (Davis, E.O., Thangaraj , H.S., 

Brooks, P.C. et Colston, M.J. (1994) . Evidence of selection 
for protein introns in the recAs of pathogenic 
mycobacteria. EMBO J. 13 (4), 699-703). En outre, ces 
inteines peuvent posseder une activite endonuclease , 

15 capable de reconnaitre specif iquement un megasite. 

Le test montre a la figure 3 est le suivant . 
Apres extraction de l'ADN de 1 ' echantillon a analyser, une 
PCR permet d' amplifier le gene cible codant pour l'inteine 
en lui integrant le promo teur, le terminateur de la T7 ARN 

20 polymerase et un site RBS . Le produit de PCR est ensuite 

incube dans un melange de transcription/ traduction . Le 
rapporteur est ensuite ajoute. Ce rapporteur correspond a 
une sequence polynucleotidique caracterise par la presence 
en 5' et en 3' r espec t ivement d'une molecule de 

25 fluoresceine et de Rhodamine liees de fagon covalente a 

l'ADN et en son centre du site de coupure specifique de 
l'inteine de RecA de Mycobacterium tuberculosis. 

Lorsque 1 ' echant i 1 Ion est contamine par 
Mycobacterium tuberculosis, l'inteine produite dans la 

30 reaction de transcription/ traduction, clive le rapporteur 

et empeche un transfert d'energie de type FRET (decrit dans 
l'exemple precedent). Apres exposition de la reaction de 
transcription/ traduction a environ 490 nm, une coloration 
verte de 1 ' echant illon est observee. En absence de 

35 contamination, le rapporteur n' est pas cliv£ et apres 

exposition de la reaction de transcription/ traduction a 
environ 490 nm, une coloration rouge de 1 ' Echantillon est 
observee . 
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Un temoin negatif est constitue d'une fraction 
de reaction PCR realisee sur de l'ADN ne contenant aucun 
pathogene. Un temoin positif est constitue d'un fraction de 
reaction PCR realisees sur de l'ADN d'un echantiilon 
contamine par le pathogene recherche. 

Exemple IV : Detection specif ique d'un element 
au sein d'un echantiilon contenant des elements similaires . 

1 ) Detection specif ique d'un element au sein 
d'un echantiilon contenant des elements similaires . 

Les (3-lactamines (penicillines et 
cephalosporines) representent la classe d ' antibiotiques la 
plus utilisee en therapie anti- inf ectieuse . Depuis 
1 ' introduction en therapie de ces molecules, de ncuvelles 
resistances a ces composes se developpent, favorisant 
1' expansion des infections nosocomiales . Parmi les 
differents mecanismes de resistance acquis par les germes, 
un des plus importants consiste a produire une enzyme (p- 
lactamase TEM-1 (Sutcliffe J . G . , 1978, Nucleotide sequence 
of the ampicillin resistance gene of Escherichia coli 
plasmid pBR322, Proc . Natl. Acad. Sci . USA r 75, 3737-3741) 
pour certaines ent erobac t er ies par exemple, ou beta- 
lactamase PSE pour Pseudomonas aeruginosa) capable 
d'hydrolyser 1 ' antibiotique avant qu'il n'ait pu agir . II 
existe quelques inhibiteurs de p-lactamases utilises en 
synergie avec un antibiotique, mais au fur et a mesure de 
leur utilisation de nouvelles formes de ^-lactamases 
resistantes a ces inhibiteurs sont apparues . 

La detection de la fonction de ces enzymes 
represente done un excellent test de diagnostic de la 
presence de germes resistants aux antibiotiques. D' autre 
part, la detection specifique de beta- lac tamases 
resistantes aux inhibiteurs est part iculierement 
avantageuse, car elle permet de savoir directement si un 
echantiilon est contamine par des germes polyresistants 
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( antibiot iques et inhibi teurs ) , ce qui permet d'adapter 
rapidement la therapie . 

Cette experience permet la detection specifique 
de germes polyresistants (resistance aux antibiotiques et 
5 resistance a un inhibi teur de beta-lactamase : l'acide 

clavulanique) exprimant un variant resistant de TEM-1, dans 
un echantillon contamine par des germes monoresistants 
(resistance uniquement aux antibiotiques) . 

10 ul de culture a DO600=2.3 ont ete 

10 centrifuges et chaque culot a ete repris dans 12 ul de 

tampon de lyse cellulaire (10 mM Tris HC1 pH 7.5, 1 mM 
EDTA, 50 ug/ml proteinase K) et incube 15 minutes a 55 °C 
puis 15 minutes a 80°C. 9 ul de chacun de ces lysats one 
ete ajoutes a un melange d ' amplification PCR permettant 

15 d 1 amplifier le gene conferant la monoresistance et le gene 

conferant la polyres is tance ainsi que les sequences 
permettant leur expression in vitro. 5 ul de chaque 
amplification PCR ont ete utilises pour realiser une 
transcription in vitro comme decrit par Gurevich et al . 

20 (Gurevich V.A., Pokrovskaya I.D., Obukhova T.A. et Zozulya 

S., 1991, Preparative in vitro mRNA synthesis using SP6 and 
T7 polymerases, Anal, biochem., 195, 207-213) 10 ul de 
chaque transcription ont ete utilises pour traduire in 
vitro les proteines comme decrit par Zubay (Zubay G., 1973, 

25 In vitro synthesis of protein in microbial systems, Ann. 

Rev- Genet., 7, 267-287) sur un volume final de 100 ul. 

Tableau 8 



Echantillon 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


% de germes resistants 
aux antibiotiques 


100 


90 


70 


50 


30 


10 


0 


% de germes resistants 
aux antibiotiques et a 
l'acide clavulanique 


0 


10 


30 


50 


70 


90 


100 



Deux types de tests d'activite ont ete 

30 effectues : 

- une mesure de l'activite "totale" beta- 
lactamase en utilisant comme substrat un antibiotique 
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chromogenique : la nitrocephine. 10 ul du melange de 
traduction ont ete incubes a 37 °C dans un volume final de 1 
ml de tampon de revelation de l'activite (concentration 
finale : NaP 50mM pH 7.0, lOOug/ml de nitrocephine et 0.25 
5 mM DMSO) . La reaction a ete suivie par spectrophotometrie a 

486 run. 

une mesure de l'activite "resistance a 
l'acide clavulanique" en utilisant comme substrat un 
antibiotique chromogenique : la nitrocephine plus une 

10 concentration donnee d'acide clavulanique. 10 ul du melange 

de traduction ont ete incubes a 25°C pendant 3 minutes dans 
un volume final- de 1 ml de tampon I (concentration finale : 
NaP 50mM pH 7.0, 1 uM d'acide clavulanique). Puis lOOug/ml 
de nitrocephine et 0.25 mM final de DMSO ont ete rajoutes, 

15 et la reaction a ete suivie par spectrophotometrie a 486 

rim . 

Les resultats sont exposes dans le tableau 8 
qui indique la composition des echantillons. 

20 La figure 4 indique que l'activite totale beta- 

lactamase est detectee dans tous les echantillons avec un 
niveau comparable d'activite : le test permet done de 
detecter s imul tanement deux fonctions (resistante aux 
antibiot iques et po lyres i s tance antibiotiques /acide 

2 5 clavulanique) . 

Lorsque le test de detection est realise en 
presence d'acide clavulanique, aucune activity n'est 
detectee dans 1 1 echantillon 1 (0% de germes ayant la double 
resistance) , et une activite croissante est detectee pour 

30 les echantillons 2 a 7 contenant de 10 a 100 % de germes 

ayant la double resistance. Ce test de detection 
fonctionnel est done hautement discriminant puisqu'il 
permet de detecter l'activite des germes polyresistants au 
sein d'une population de germes monoresistants . 

35 11 est a noter que la difference entre 

l'activite totale detectee dans un echantillon et celle 
detectee uniquement pour les germes polyresistants n'est 
pas 6gale a l'activite des germes monoresistants, car les 
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enzymes de ces deux types de germes n 1 ont pas la meme 
activite specifique. En connaissant ces activities 
specifiques, il serait possible de faire cette correlation 
et de deduire 1' activite des germes monoresistants en 
5 connaissant juste 1' activite totale et celle des germes 

polyresistants . 

La methode de 1 1 invention permet done : 

de realiser une discrimination par la 
fonction (revelation de la fonction resistance a 1 ' acide 
10 clavulanique) 

- de s'affranchir du bruit de fond (detection 
specifique d'une population de germes au sein d'une 
population de germes similaires) 

- de caracteriser un echantillon : le premier 
15 test fonctionnel revele que les echantillons 2 a 7 par 

exemple sont positifs, et le deuxieme test fonctionnel 
permet de reveler qu'ils contiennent des germes 
polyresistants . 

De maniere beaucoup plus classique il est 

20 envisageable de discriminer deux fonctions identiques 

(fonction protease de HBV et fonction protease de HIV) par 
une amplification specifique du ou des gene(s) d'une de 
celles-ci (utilisation par exemple d' amorces de PGR 
specifiques du gene de la protease de HIV pour la detecter 

25 au sein d'un echantillon pouvant contenir aussi le gene de 

la protease de HBV) . Dans ce cas de figure le test 
fonctionnel n'est pas necessairement discriminant. 

2 ) Detection du virus HIV-1 par 1 1 intermediaire 
30 de sa fonction protease . 



La charge virale de HIV-1 est mesuree dans 
dif f erents echantillons . 

Les etapes a et b du procede de 1 * invention ont 
35 ete realisees. La detection de 1' activite (etape c)de la 

protease a ete realisee en incubant a 37°C 10 ul de chacune 
de ces traductions (etape b) avec 60 ]il de tampon (2M NaCl, 
12 mM EDTA, 200 mM acetate de sodium, 2 niM DTT et 20% DMSO) 
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et 10 pM final du peptide substrat BACHEM M1865 (peptide 
DABCYL-y-Abu-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Ile-Val-Gln-EDANS) sur un 
volume final de 120 pi, Ce peptide FRET a pour propriete de 
liberer de la fluorescence lorsqu'il est clive par la 
protease du virus HIV. Un diagnostic positif se caracterise 
done par 1 ' apparition d'un signal fluorescent lorsqu'il est 
expose aux UV. 

La figure 5 illustre les signaux obtenus pour 
les differents echantillons preleves au cours du temps. Les 
intensites de fluorescence obtenues pour les differents 
signaux positifs correspondent aux differentes charges 
virales. En se referant a une gamme etalon, il est done 
possible de quantifier le signal mesure et d ' en deduire la 
quantite de virus dans chaque echantillon. 

Une fois qu ' un echantillon est detecte comme 
etant positif, le diagnostic par le procede de 1 1 invention 
permet de caracteriser la fonction detectee. La figure 5 
illustre I'effet de concentrations croissantes d'un 
inhibiteur de la protease HIV (inhibiteur non therapeutique 
: la pepstatine A) sur l'activite de la protease de 
1 ' echantillon. 

Pour cela, 10 pi d'une traduction correspondant 
a un echantillon ont ete incubes a 37°C avec 60 pi de 
tampon (2M NaCl, 12 mM EDTA, 200 mM acetate de sodium, 2 mM 
DTT et 20% DMSO),10 pM du peptide substrat BACHEM M1865 
(peptide DABCYL - y-Abu-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Ile-Val-Gln- 
EDANS) et 0 ou 500nM ou lpM ou lOpM ou 3 0pM ou 60pM ou 
80pM ou lOOpM final de pepstatine A sur un volume final de 
120 pi. La lecture a ete realisee par fluorimetrie a une 
longueur d'onde d' excitation de 340 ran et d' emission de 490 
run. 

Une correlation entre la diminution de 
l'activite et 1 ' augmentation des concentrations croissantes 
en inhibiteur peut etre observee. 

En fixant un seuil de sensibilite (ou de 
resistance) (par exemple 50% de l'activite perdue pour une 
incubation de 30 minutes avec 50 mM d* inhibiteur) , il est 
possible de determiner si cette protease est sensible ou 
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non aux inhibiteurs de protease existant, et d' adapter en 
direct une therapie relative a 1 ' echantillon preleve. 

Ceci demontre que la methode de 1' invention 
permet de detecter, quantifier et caracteriser une fonction 
d'un organisme ou d ' un processus a partir d'un seul 
echantillon . 

Ces experiences peuvent etre realisees avec 
tout type de fonctions specif iques d'organismes differents, 
ou d'un meme organisme, ce qui permet alors de caracteriser 
differentes cibles therapeut iques (detection et 
caracterisation simultanees de la protease et de la reverse 
transcriptase du virus HIV par exemple) . 
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REVINDICATIONS 

1) Methode de detection d'une fonction connue, 
a partir des acides nucleiques presents dans un 
echantillon, caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes 
suivantes : 

a) la preparation, a partir des acides 
nucleiques de 1 * echantillon, de molecules d' acides 
nucleiques comprenant le ou les genes codant pour la ou les 
proteines correspondant a ladite fonction, et les elements 
de controle necessaires a la transcription et a la 
traduction du ou desdits genes; 

b) la transcription et la traduction in vitro 
des molecules d'acide nucleique preparee(s) a 1 * etape (a); 

c) la detection et/ou la mesure de la fonction 
correspondant a la ou aux proteines produites a 1 1 etape 

(b) . 

2) Methode de detection d'une fonction connue 
selon la revendication 1, caracterisee en ce qu ' a 1' etape 

(c) la detection et/ou la mesure de la fonction 
correspondant a la ou aux proteines produites a l'etape (b) 
est realisee par tout test fonctionnel de la ou desdites 
proteines . 

3) Methode de detection d'une fonction connue 
selon I'une des revendications 1 ou 2 , caracterisee en ce 
qu'a 1 ' 6tape (c) la detection et/ou la mesure de la 
fonction correspondant a la ou aux proteines produites a 
l'etape (b) est realisee a 1 ' aide d'une ou plusieurs 
molecules rapporteur, presente(s) a I'une des etapes (a) 
et/ou (b) et/ou (c), et permettant de reveler la presence 
de ladite fonction. 

4) Methode de detection d'une fonction connue 
selon la revendication 3, caracterisee en ce que la 
molecule rapporteur est produite lors de l'etape (b) 
conjointement avec la ou les proteines correspondant a 
ladite fonction, grace a un gene rapporteur place sous les 
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memes sequences de controle de regulation de la 
transcription et de la traduction que le ou les genes 
codant pour la ou les proteines correspondant a ladite 
f onction . 

5 

5) Methode de detection d'une f onction connue 
selon 1 ' une quelconque des revendicat ions precedentes, 
caracterisee en ce que ladite fonction correspondant a une 
seule proteine et ce qu'elle comprend les etapes 

10 suivantes : 

a) la preparation, a partir de 1 ' echant illon 
d'acide nucleique, de molecule d'acides nucleiques 
comprenant le gene codant pour la proteine correspondant a 
ladite fonction, en 5' dudit gene un promoteur d'ARN 

15 polymerase et un site de fixation des ribosomes, et 

eventuellement un terminateur d'ARN polymerase en 3' dudit 
gene, 

b) la transcription et la traduction in vitro 
de la molecule d'acide nucleique preparee a 1 ' etape (a), 

20 eventuellement en presence d'une ou plusieurs molecules 

rapporteurs permettant de reveler et/ou de mesurer 
l'activite, la presence ou .1 • absence de la proteine 
correspondant a ladite fonction, 

c) la mise en contact des proteines 
25 Eventuellement produites a 1 ' etape (b) avec une ou 

plusieurs molecules rapporteurs, si celle(s)-ci n'etai(en)t 
pas presente(nt) a 1 ' etape (b) , permettant de reveler et/ou 
de mesurer l'activite, la presence de la proteine 
correspondant a ladite fonction. 

30 

6) Methode de detection d'une fonction connue 
selon 1 ' une quelconque des revendications 1 a 4, 
caracterisee en ce que ladite fonction correspond a un 
ensemble de proteines dont les genes sont situes sur le 

35 meme fragment d'ADN cornme dans le cas d'un operon, ou a 

differents endroits de l'ADN g^nomique. 
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7) Methode de detection d'une fonction connue 
selon la revendications 6, caracterisee en ce que la 
fonction connue correspond a plusieurs proteines dont les 
genes sont regroupes sous la forme d'un operon, et en ce 

5 que 1 ' etape (a) consiste a preparer a partir de 

1 1 echantillon d'acides nucleiques, une molecule d'acide 
nucleique comprenant les genes de 1 * operon codant pour les 
proteines correspondant a ladite fonction, si ils sont 
presents dans les acides nucleiques de 1 ' echantillon, en 5' 
10 de 1' ensemble desdits genes de l'operon, un promoteur d'ARN 

polymerase, eventuellement en 3 ' de 1 * ensemble desdits 
genes de l'operon un terminateur d'ARN polymerase, et pour 
chacun desdits genes son site de fixation des ribo somes 
naturel . 

15 

8) Methode de detection d'une fonction connue 
selon la revendications 7, caracterisee en ce que le site 
de fixation des ribosomes de chacun des genes est le site 
de fixation des ribosomes naturel, et en ce qu ' a 1 ' etape 

20 (b) on utilise un extrait de traduction prepare a partir 

d'une source identique ou proche de celle dont provient 
1 1 echantillon d'acides nucleiques. 

9) Methode de detection d'une fonction connue 
selon la revendications 6, caracterisee en ce que la 
fonction connue correspond a plusieurs proteines dont les 
genes sont separ^s dans le genome, et en ce que 1 1 etape (a) 
consiste a preparer, a partir de 1 1 echantillon d'acide 
nucleique, une ou plusieurs molecules d'acide nucleique 
comprenant les genes codant pour les proteines 
correspondant a ladite fonction, si ils sont presents dans 
les acides nucleiques de 1 ' echantillon, en 5 ' de chacun 
desdits gene un promoteur d'ARN polymerase et un site de 
fixation des ribosomes, et eventuellement en 3 ' de chacun 
desdits genes un terminateur d'ARN polymerase. 

10) Methode de detection d'une fonction connue 
selon la revendications 9, caracterisee en ce que le site 
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de fixation des ribosomes est le site naturel de chacun des 
genes ou un autre site de fixation des ribosomes plus 
adapte a 1 1 etape (b) de traduction. 

11) Methode de quantification d'une fonction 
connue, a partir des acides nucleiques presents dans un 
echantillon, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

a) a c) la mesure de ladite fonction par les 
etapes (a) a (c) selon l'une quelconque des revendications 
1 a 10, puis 

d) la comparaison de la mesure de la fonction 
eventuellement presente dans 1 1 echantillon effectuee a 
1 ■ etape (c) avec une valeur etalon ou un ensemble de 
valeurs ^talons de ladite fonction mesure sur un ou 
plusieurs echantillons ^talons selon un procede de mesure 
identique ou equivalent a celui de 1 ' etape (c) . 

12) Methode de quantification d'une fonction 
connue selon la revendication 11, caracterisee en ce que 
ledit echantillon etalon est tout echantillon 
contenant : 

- une quantite, avantageusement connue, du ou 
des genes codant pour la ou les proteines correspondant a 
ladite fonction, et qui sera alors soumis a un traitement 
de transcription traduction comme a 1 1 etape (b) , puis la 
fonction de la ou des proteines obtenue(s) sera mesuree 
selon un procede de mesure identique ou equivalent a celui 
de 1 ' etape (c) , 

- une quantite, avantageusement connue, de la 
ou des proteines correspondant a ladite fonction, laquelle 
sera mesuree selon un procede de mesure identique ou 
Equivalent a celui de 1 ' 6tape (c), 

- une quantite, avantageusement connue, d'un ou 
plusieurs organismes ou processus possedant le ou les genes 
codant pour la ou les proteines correspondant a ladite 
fonction, laquelle sera mesuree selon un procede de mesure 
identique ou equivalent a celui de 1 ' etape (c) . 
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13) Methode de quantification d'une fonction 
connue selon 1'une des revendications 11 ou 12, 
caracterisee en ce que ledit echantillon etalon provient 
d'un milieu identique ou different de celui sur lequel les 

5 etapes (a) a (d) sont realisees, et dans le cas d'un milieu 

identique preleve a un moment different. ' 

14) Methode de quantification d'une fonction 
connue selon 1'une des revendications 11 a 13, caracterisee 

0 10 en ce que ledit echantillon contient 1 ' echantillon etalon. 

15) Methode selon 1'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterisee en ce qu'a 1 ' etape 
(a) , les sequences de controle du ou des genes codant pour 

15 la ou les proteines correspondant a ladite fonction sont, 

pour la transcription : 

- un promoteur d ' ARN polymerase en 5 1 du brin 
codant du ou desdits genes, 

eventuellement un terminateur d 1 ARN 
20 polymerase en 3 ' , 

et pour la traduction : 

- un site de fixation des ribosomes qui peut 
§tre ou non le(s) site(s) de fixation naturel(s) du ou des 
genes . 

25 

16) Methode selon 1'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterisee en ce qu'a 1 ' etape 
(a), on prepare la ou les molecules d'acide nucleique par 
une reaction d ' amplification du ou des genes codant pour la 

30 ou les proteines correspondant a ladite fonction. 

17) Methode selon la revendicat ion 16, 
caracterisee en ce que la reaction d ' amplification est du 
type PCR ou NASBA realisee a 1'aide d'une ou plusieurs 

3 5 paires d' amorces, chacune constitute : 

pour 1 'amorce sens, de la sequence 
s'hybridant en amont d'une ou plusieurs molecules d'acide 
nucleique comprenant le ou les genes codant pour la ou les 
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proteines correspondant a la fonction analysee, et d'un 
promoteur d'ARN polymerase et eventuellement un site de 
fixation des ribosomes, et 

pour 1 1 amorce antisens, de la sequence 
s'hybridant en aval d'une ou plusieurs molecules d'acide 
nucleique comprenant le ou les genes codant pour la ou les 
proteines correspondant a la fonction analysee, et 
eventuellement d'un terminateur d'ARN polymerase. 

18) Methode selon I'une des revendications 1 a 
17, caracterisee en ce que 1 ' on detecte ou quantifie au 
moins deux fonctions, et en ce qu ' a 1 ' etape (a) on prepare 
les molecules d'acide nucleique codant pour la ou les 
proteines correspondant a chacune desdites fonctions, avec 
des amorces discriminantes ou non. 

19) Methode selon la r evendicat ion 18, 
caracterise en ce qu'a 1 ' etape (a) on utilise des amorces 
non discriminantes et alors en ce qu'a 1' etape (c) on 
detecte et/ou 1 ' on mesure lesdites fonctions par des tests 
fonctionnels permettant de differencier lesdites fonctions. 

20) Methode selon la revendicat ion 18, 
caracterise en ce qu'a 1 ' etape (a) on utilise des amorces 
discriminantes et alors en ce qu'a 1' etape (c) on detecte 
et/ou 1 ' on mesure lesdites fonctions par des tests 
fonctionnels permettant ou non de differentier lesdites 
fonctions . 

21) Methode selon I'une quelconque des 
revendications precedentes caracterise en ce qu'apres 
1' etape de transcription, on realise une etape 
d' amplification du transcrit. 

22) Methode selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 21, caracterisee en ce qu'apres 1' etape 
(c) , on teste ladite fonction avec une substance. 
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23) Un kit pour la mise en osuvre d'une methode 
selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'il comprend : les moyens de revelation 
de la fonction, une ARN polymerase, des sequences 

5 nucleotidiques pour la preparation des molecules d'acides 

nucleiques coiriprenant le ou les genes permettant 
1' expression de la ou des proteines correspondant a la 
fonction detectee et/ou quantifiee, les quatre nucleotides 
triphosphates, les melanges necessaires a ladite 
10 preparation, a la transcription et a la traduction, 

eventuellement des temoins. 

24) Un kit pour la mise en ceuvre d'une methode 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 20, 

15 caracterise en ce qu'il comprend : 

- eventuellement les produits necessaires a la 
preparation des molecules d'acides nucleiques comprenant le 
ou les genes permettant 1' expression de la ou des proteines 
correspondant a la fonction detectee et/ou quantifiee, 

20 - tout support comme plaque de microtitration 

ou puce contenant : les moyens de revelation de la 
fonction, une ARN polymerase, les quatre nucleotides 
triphosphates, les melanges de transcription et de 
traduction, eventuellement des temoins. 

25 

25) Un support presentant une serie 
d' emplacements pour la mise en ceuvre d'une methode selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 20, caracterise en 
ce que chacun desdits emplacements permet la detection 

3 0 et/ou la mesure d'une fonction differente. 
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